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Immunohistochemical demonstration of [D-Ala^2]
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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
〔D－Ala2〕de】torphinl（以下デルトルフィンという）は、近年カエルの皮膚から抽出された∂オビ
オイド受容体の新しいリガンドペプチドである。このペプチドは受容体に対する親和性および選択性
が高く、さらにそれをコードする遺伝子も解読され、最近では哺乳動物でも内因性リガンドとして注
目されている。最近我々は、デルトルフィン特異的抗体の作成に成功した。本研究では、この抗体を
免疫組織化学法に適用し、ラット網膜のアクマリン細胞におけるデルトルフィン様免疫活性の細胞局
在を明らかにし、その分布様式を検索した。
［方　法］
ウイスター系雄ラットを湾流固定し、眼球を取り出したのち、さらに24時間浸潤固定した。組織を
PBSで洗浄後、ゼラチン包理切片を作製し、免疫組識化学法に供した。免疫染色は浮遊切片を5千倍
に希釈した自家製ポリクロナール抗デルトルフィン血清で室温、一晩反応させたのち、ABC法を用
いて行った。さらに二重染色法を用いて、デルトルフィンと他の神経伝達物質や神経ペプチドとの共
存関係を解析した。
［結　果］
デルトルフィン免疫組織化学：デルトルフィン免疫陽性反応は一部のアクマリン細胞に認められ、
ラット網膜の内顆粒層に分布し、とくに内顆粒層の最内側に位置する細胞体から伸びる突起が内網状
層内に多層性のネットワークを形成しているのが観察された。このうち1層と3層には、特に強い免疫
陽性反応を認め、2、4、5層にはやや弱い反応を認めた。神経節細胞層にも少数の陽性細胞が観察さ
れたが、視神経線経には全く陽性反応は認められなかった。
2重染色法：デルトルフィン陽性アクマリン細胞の大きさはチロシン水酸化酵素陽性アマクリン細胞
より小さく、ごく一部の例外を除いて共存関係はほとんど認められなかった。GABAとの比較では、
デルトルフィン陽性細胞の数はGABA陽性細胞よりはるかに少ないが、共存するものがいくつか観察
された。ニューロペプチドY陽性細胞はデルトルフィン陽性細胞より少ないものの、両者の分布様式
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はよく似ており、共存するものもしばしば認められた。一方、エンケファリン、ソマトスタチン、サ
ブスタンスP、VIPについては、共存関係は認められなかった。
［考　察］
脊椎動物の網膜のアクマリン細胞には数多くの神経伝達物質や神経ペプチドが内在し、そのいくつ
かはいろいろな組み合わせの共存関係を示すことが知られている。今回の研究は、デルトルフィンが
新しくその仲間に加わることを示した。幼者ラットではエンケファリンが内因性オピオイドペプチド
として網膜の発育過程で出現することが示唆されているが、成熟ラット網膜ではオピオイドペプチド
発現するという証拠はまだない。しかしオピオイド受容体は幼若から成熟動物に至るまで存在するこ
とが報告されている。したがって、デルトルフィンが成熟ラット網膜において内因性オピオイドペプ
チドとして機能している可能性が示唆された。二重染色の結果、デルトルフィンはGABAやニューロ
ペプチドYと共存することが明らかになった。アマクリン細胞において、ニューロペプチドYと共存
する物質はこれまでのところほとんど報告がなく、今回の我々の報告が最初のものである。またニュ
ーロペプチドY陽性細胞とデルトルフィン陽性細胞は形態学的に類似しており共存関係も強いことは、
今後デルトルフィン陽性アマクリン細胞の特性を研究する上で重要な知見である。我々はすでに、脳
においてデルトルフィン陽性神経がドーパミンと強く関連することを報告しているが、ラット網膜に
おいてはデルトルフィンとドーパミンのマーカーであるチロシン水酸化酵素は殆ど共存せず、細胞の
形態も神経線維分布も異なることがわかった。したがって網膜では、デルトルフィンとドーパミンと
はほとんど共存関係を示さないものと考えられる。これと合致する事実として、脳内ドーパミンニュ
ーロンとドーパミン含有アクマリン細胞に対するオピオイドの薬理作用は全く異なることが報告され
ている。
［結　論］
デルトルフィンはラット網膜のアクマリン細胞に存在し、内因性オピオイドペプチドとして機能す
ることが示唆された。またその一部はGABAやニューロペプチドYと共存するが、脳の場合と異なり
ドーパミンとはほとんど共存しないことがわかった。
学位論文審査の結果の要旨
〔D－Ala2〕Deltorphinl（以下デルトルフィンという）は、近年カエルの皮膚から抽出された∂オ
ビオイド受容体の新しいリガンドペプチドである。このペプチドは受容体に対する親和性および選択
性が高く、さらにそれをコードする遺伝子も解読され、最近では哺乳動物でも内因性リガンドとして
注目されている。本研究は、これまで困難であったデルトルフィン特異的抗体の作成について抗原を
を化学修飾することにより克服し、次いでその抗体を用いた免疫組織化学法によりラットの網膜にデ
ルトルフィン様免疫性が存在することを細胞レベルで証明すると共に、脳における分布様式と比較検
討したものである。
まず抗体作成にあたり、デルトルフィン合成プチペドを水溶性カルポジイミドを用いてポリグルタ
ミン酸と結合させ、これをハブテン抗原として家鬼を免疫し抗血清を得た。イムノスポットテストで
検討し、この抗体がデルトルフィンのC末端側の5個のアミノ酸配列を特異的に認識することを示し
た。
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この抗体を用いて成熟ラット網膜を免疫組歳化学で調べたところ、デルトルフィン免疫陽性染色は
内顆粒層のアマクリン細胞に認められ、またそれらのよく染まった突起は主として内網状層の1層お
よび3層に分布していた。神経節細胞層にも若干数の陽性細胞が認められたが、これらは異所性のア
マクリン細胞と思われた。免疫2重染色法で検討した結果、デルトルフィンはGABAやニューロペプ
チドYとは高頻度に共存することが認められたが、チロシン水酸化酵素やその他の神経ペプチドとは
共存がほとんど観察されなかった。
次いで成熟ラット脳を調べたところ、デルトルフィン免疫陽性の神経細胞は主として中脳被蓋に、
また陽性神経線経は線条体、外側中隔核、側坐核、喚結節、大脳皮質の内側前頭前野および帯状回な
どに認められ、その分布様式は∂オピオイド受容体の分布とほぼ一致していた。またチロシン水酸化
酵素との免疫2重染色の結果、ほとんどのデルトルフィン含有細胞は、ドパミン作動性神経であるこ
とが明らかとなった。
以上の結果から、デルトルフィンが噛乳動物の神経系において内因性オピオイドペプチドとして存
在し、脳では一部のドパミン神経と強く関連するのに対し、網膜ではド．パミンとは無関係にアマクリ
ン細胞の一部に存在することが示された。とくに網膜ではじめてオピオイドペプチドが存在する可能
性を示したことは、博士（医学）の学位を授与するに値するものと考えられる。
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